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Oppfioner: 

Sekeren 



Metoder til bruk ved sekvensanalyse 



Foreliggende oppfirmelse er utskilt fra patents0knad 19986133 som orafatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder fialgende triim: 



F0rste trinn tar utgangspvmkt i en ren DNA-populasjon bestiende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pa en uspesifikk mate slik at det 
dannes en populasjon med DNA-moIekyler bestiende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinnelige sekvensen. 

Annet trinn bestar i a erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-fragmenter) som representerer hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det bar vaert basepar A-T, settes det alts& inn "fragment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinnelige baserekkef0lgen pa f.eks. ACGTT... erstattes med fragment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om 0nskeUg), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og annen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk funksjon. 

I tredie trinn avleses rekkefolgen av de fire typene DNA-fragmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed finner man baserekkefolgen i de opprinneUge DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fi^ trinn 3 til sekvensen pi DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 

Foreliggende oppfinnelse vedr0rer metoder for kvantitering, storrelsesbestemmelse og 
identifisering av DNA-molekyler og som vil vaere metoder til bruk ved sekvensanalyse . 



Mejoder&rkvanttt^^ 

DNA molekyler. Metodikken som er omtalt i patentsaknad nr. , r;.^ gel 

elektroforese. Nedenfor Mger strategierfor a ^^^^^^^^^^^^f^W^nolekyl blir 
sekvensere DNA molekyler basert pa folgende prmsjpp. ^J^^^^kW^^^ F eks. vil 

kuttet (med DNasel. sonikering. etc.) er proporsjonal "^^^^ toXnl^rtes^g med 
S^DNA molekyl p4 200bp bli kuttet dobbelt sa ofte som et pa lOObp i en l0smng mea 

xmderskudd av DNasel. 

Et DNA molekyl kan derfor st-elsesbe— med 

enden pa DNA molekylet (mal DNA) merkes med en ^'^^^X merkes med en amven 
cytometer, f.eks. en mikrosfere ^flf^^^^^^^, S^^^^oxerkes et DNA molekyl 
mark0r, f.eks. en nukrosfere med bla fluorescens „t ITmerket en annen mate enn mal 
med kjent st^rrelse (marker) hvor mmst en av -^"^^^^^^^^f^^^^^^ ^ed DNA 

DNA^en (f.eks. gr^nn og gul ^--^'^'^'^^^'^T^^^^ f.eks. med 

molekyler og behandles slik at noen av DNA "\°lf ^^^^^"^^^^ J^t bli registrert 6 alike 
DNasel. Hvis tosningen deretter analyseres med ^'^^J^^^^fl'^^^^ sfgnalene 
«ianaler blatt rodt gr0nt, gult, blaradt Og gulgront. De blarede Og guigr0nne g 

avLiingsenheten. Signalene med blitt mdt grmt "S ' ''f^ Xnasjon om bide 
mellom mil og markOT DNA. 

Side« et flowcytometer kan tegistrere mange tusen signaler per sekund Br man^kt et 
er stort nok U. » .^i- J- P^S^ og'^^^eUen 

srt::r^=rrs^nTeS"k=..n^ese\.— 



utf0rt med fluorescensscannere og utxettet DNA, sciatiUasjonstellere, mm. Et amiet poeng er 
at gmnnpristtippet er like gyldig enten DNA molekylene er 10 eller 10' bp lange. Forutsatt at 
man bruker egnede markcnrer og tilpasser mengden uspesifikk kutting kan man derfor 
analysere kromosomer i et fors0k, mens man analyserer oligonukleotider i et annet. 

0iisker man a analysere en heterogen populasjon med DNA molekyler er man n0dt til a bruke 
ulike mark0rer for nlike DNA molekyler. F.eks. kan^man endemerke DNA molekylene med 
ad^tere som gjenkjenner f.eks. de 4-5 f0rste baseparene pa hvert molekyl. Deretter kan man 
f.eks. analysere DNA molekylene med et flow cytometer ved a la dem passere 
avlesningsenheten i utstrukket form slik som beskrevet i tidligere innsendte dokumenter. Ved 
4 telle adaptere som passerer hhv enslig og parvis far man dermed den samme informasjonen 
som ovenfor. Denne metoden kan utvides ytterligere slik at den brakes til ren DNA 
sekvensering. 
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Metoder for i kvantifisere, sterrelsesbestemme og identifisere DNA-molekyler til bruk 
ved sekvensanalyse. 



